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Resumo: A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é uma especiaria de grande 
importância econômica no mercado nacional e internacional. Para o 
desenvolvimento do programa de melhoramento genético da espécie, a identificação 
dos acessos de pimenteira-do-reino do banco de germoplasma da Embrapa 
Amazônia Oriental e de híbridos intraespecíficos resultantes de polinização 
controlada é de grande importância. Objetivou-se iniciar as ações de pesquisa 
voltadas à obtenção um padrão de genotipagem de cultivares de Piper nigrum L. 
conservadas no banco de germoplasma da Embrapa Amazônia Oriental utilizando 
marcador microssatélite. Foram selecionados materiais de duas cultivares de 
pimenteira-do-reino, Iaçará e Bento. Para seleção dos marcadores, foram utilizados 
3 primers SSR pré-selecionados, UN00649, UN0913 e UN01876. Para cada primer 
foram testadas seis temperaturas de 51°C a 56°C. O primer UN00649 apresentou 
maior número de bandas polimórficas. As temperaturas ideais de anelamento para 
os para os primers UN00649, UN00913 e UN01876 foram 54°C, 54°C e 53°C, 
respectivamente.  
Palavras-chave: gradiente, marcador microssatélite, Piper nigrum L. 
 
Introdução 
A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é uma especiaria de grande importância 
econômica na região Norte, sendo considerada bastante rentável por alcançar 
preços expressivos nos mercados nacional e internacional. É uma cultura que se 
desenvolve muito bem em clima quente e úmido, com precipitação pluviométrica 
anual entre 1.500 mm e 3.000 mm, umidade entre 80% e 88% e temperatura média 
de 23oC a 28oC, condições encontradas na região norte do Brasil (Duarte et al., 
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2006). O programa de melhoramento da pimenteira-do-reino da Embrapa Amazônia 
Oriental se concentra na produção de híbridos intraespecíficos, focados na obtenção 
de materiais genéticos mais produtivos, precoces e tolerantes à seca, enquanto o 
interespecífico foca na obtenção de materiais resistentes à fusariose (Poltronieri et 
al., 2000). É estreita a base genética entre as cultivares de pimenteira-do-reino, o 
que dificulta o progresso do programa de melhoramento da espécie, incluindo a 
dificuldade para identificação de materiais genéticos no campo. Portanto, a 
identificação dos acessos de pimenteira-do-reino do banco de germoplasma da 
Embrapa Amazônia Oriental e de híbridos intraespecíficos resultantes de polinização 
controlada é importante para o desenvolvimento do programa de melhoramento 
genético da espécie, objetivando estabelecer padrão de genotipagem molecular com 
marcador microssatélite para caracterização/discriminação de cultivares e, 
futuramente, determinação de paternidade de híbridos intraespecíficos de 
pimenteira-do-reino. Assim, esse trabalho objetivou iniciar as ações de pesquisa 
voltadas à obtenção um padrão de genotipagem de cultivares de P. nigrum L. 
conservadas no banco de germoplasma da Embrapa Amazônia Oriental utilizando 
marcador microssatélite. 
 
Material e Métodos 
Foram selecionados materiais de duas cultivares de pimenteira-do-reino, Iaçará 
e Bento, do Banco de Germoplasma da Embrapa Amazônia Oriental, em Belém 
(PA). A extração do DNA foi realizada de acordo com o protocolo de Doyle e Doyle 
(1990). Os tecidos vegetais recém-coletados foram transportados em isopor com 
gelo para o Laboratório de Genética Molecular da própria instituição. As folhas 
frescas foram lavadas em água corrente, seguido de lavagem com hipoclorito de 
sódio 10%, antes de serem lavados com água destilada e secos usando papel 
toalha. Retiraram-se as nervuras centrais das folhas, e pedaços de tecidos foliares 
foram colocados em cadinho de porcelana previamente congelados, adicionando-se 
PVP (polivinilpirrolidona) e 20 μl de β-Mercaptoetanol, após, foram macerados 
usando nitrogênio líquido. Cerca de 5 g do tecido macerado foi transferido para tubo 
Falcon de 15 ml e, em seguida, adicionaram-se 5 ml de solução extratora (1,4 M de 
NaCl, 20 mM de EDTA pH 8,0, 100 mM de Tris-HCl pH 8,0, 1% de PVP e 0,2% de 
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CTAB). Os tubos foram colocados em banho-maria a 60 °C por 1 hora, invertendo-
se a cada 10 minutos. Após esfriar, misturou-se ao extrato, 5 mL de 
clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) para formar uma emulsão. Em seguida, foi 
realizada centrifugação por 10 minutos a 4 °C e 12.000 rpm e, posteriormente, 
retirada a fase aquosa sobrenadante e transferida para outro tubo Falcon, logo 
acrescido de álcool 95%, visando a precipitação do DNA overnight. Foi realizada 
outra centrifugação por 10 minutos a 4 °C e 12.000 rpm e retirada de todo o álcool 
para secagem à temperatura ambiente por aproximadamente 16 horas. Após a 
secagem do pellet, o DNA foi ressuspendido com solução de TE (Tris-HCl 10 mM, 
pH 8,0; EDTA 1 mM, pH 8,0) contendo RNAse (10 ng.ml-1). Por fim, as amostras 
foram armazenadas em freezer (-20 °C).  
A quantificação do DNA foi realizada em gel de agarose 0,8% imerso em cuba 
horizontal com TBE 1X e feita eletroforese a 120 V por 40 minutos. As bandas foram 
comparadas utilizando-se o programa LabImage 1D, a partir de três padrões do DNA 
do fago λ (50, 100 e 200 ng.μl-1). Posteriormente, as amostras de DNA foram 
diluídas para a concentração de 10 ng.μl-1.  
Para seleção dos marcadores, foram utilizados 3 primers SSR pré-
selecionados, específicos para pimenteira-do-reino, UN00649, UN0913 e UN01876. 
As reações de PCR foram preparadas em microtubos de 0,2 ml, com volume final de 
25 μl, cada um contendo: 2 μl de DNA (10 ng.μl-1), 2,5  μl de tampão 10X, 1,5 μl de 
MgCl2 (25 mM), 1,5 μl de dNTPs (2,5 mM), 2 μl de cada primer F e R (UN00649, 
UN0913 e UN01876) (10 pmol/μl), 0,2 μl de Taq polimerase (Invitrogen). As 
amostras foram amplificadas no termociclador Applied Biosystems Veriti. As 
condições de PCR foram: um ciclo de 94 °C por 1 minuto; seguidos de 30 ciclos de 
94 °C por 1 minuto; 51 °C a 56 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e uma extensão 
final de 72 °C por 5 minutos. Os produtos da PCR foram corados com solução de 
azul de bromofenol mais GelRed, aplicados em gel de agarose 3% submerso em 
TBE 1X (Tris-base 0,1 M, ácido bórico 1 M e EDTA 0,5 M), e separados por 
eletroforese horizontal a 90 V por 30 minutos. Em seguida, foram visualizados e 
fotografados em fotodocumentador por transiluminação em ultravioleta.   
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Resultados e Discussão 
O critério utilizado para escolha da temperatura ideal de anelamento foi a partir 
da reação que apresentou maior intensidade, qualidade e melhor nitidez das bandas 
(figura 1). 
 
 
Figura 1. DNA de duas cultivares de pimenteira-do-reino (1-Iaçará; 2-Bento) 
amplificados em seis temperaturas (T1 = 51 °C, T2 = 52 °C, T3 = 53 °C, T4 = 54 °C, 
T5 = 55 °C, T6 = 56 °C), e três primers. A - Primer UN00649; B - Primer UN00913; C 
- Primer UN01876.   
 
Tabela 1. Número de bandas e temperatura ideal de anelamento para cada par de 
primer SSR. F: Forward, R: Reverse. 
Primers 
SSR 
Sequência 5’-3’ 
Número de 
bandas 
Temperatura 
ideal 
UN00649 F: TACAACAAGAGCATGGCTGC 
3 54°C 
UN00649 R: TTGTTAGCAGGTCTCCTCCC 
UN00913  F: ACTTCCAACCACCATCTTCG 
2 54°C 
UN00913  R: ACCTTTGGGTGCTGTTGTTC 
UN01876  F: TCAATGTTGTCGGTGCTGAT 
2 53°C 
UN01876  R: ATATCAAGCTCCCCTTCGTG 
 
A 
B 
C 
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Como mostrado na tabela 1, todos os primers SSR apresentaram 
polimorfismo. O primer UN00649 apresentou maior número de bandas polimórficas 
em relação aos primers UN00913 e UN01876. Para a temperatura ideal de 
anelamento, foram escolhidas as temperaturas de 54 °C, 54 °C e 53 °C para os 
primers UN00649, UN00913 e UN01876, respectivamente.  
Menezes et al. (2009), utilizaram temperaturas acima das encontradas no 
atual trabalho, 58 °C como temperatura de anelamento por 1 minuto nas 
amplificações, durante o desenvolvimento de marcadores SSR para P. nigrum L. 
Neste mesmo trabalho, os SSR desenvolvidos também foram testados para 
diferentes espécies do gênero Piper, P. attenuatum Buch.-Ham., P. hispidinervium 
C. DC., P. tuberculatum Jacq. e P. colubrinum Link, utilizando como temperatura de 
anelamento 53 °C por 1 minuto, mostrando a necessidade de ajuste da temperatura 
de anelamento para a espécie utilizada. 
 
Conclusão 
O primer UN00649 apresentou maior número de bandas polimórficas.  
As temperaturas ideais de anelamento para os primers UN00649, UN00913 e 
UN01876 foram 54 °C, 54 °C e 53 °C, respectivamente. 
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